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 腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic Escherichia coli: EHEC）感染症は、我が
国では、“感染症の予防及び感染症の患者に対する医療に関する法律（感染症法）”
の 3類感染症として、診断した医師の届出が義務付けられており、年間 4000名
前後の感染者が確認されている 1)。EHECに感染すると、病原因子の志賀毒素（Stx）
により、水様性下痢、腹痛及び血便等の症状を呈し、重症化すると溶血性尿毒
症症候群（HUS）や脳症を併発して死亡に至る場合もある 2)。特に、我が国では、
EHEC感染症の中で、血清型 O157による感染が最も多く 1)、EHEC O157の感染
者数の抑制は、公衆衛生上、重要な課題となっている（Fig. 1）。 
 
 
Fig. 1  O serotyping of EHEC strains isolated from patients in 2007-2013 in Japan. 
 
 EHEC O157の感染者数を抑える上で、汚染食品を介した diffuse outbreakが一
つの問題になっている 3)。我が国の食品流通は大規模かつ広域化しているため、
EHEC O157による汚染食品が市場に出回ると、短期間で大規模な集団感染が発
生する可能性がある。実際、2001 年には、牛たたきが原因食品となり、関東地
方の 1都 6県で EHEC O157による大規模な集団食中毒が発生した 4)。2012年に
は、北海道において、EHEC O157に汚染された白菜の浅漬けの流通により、169
名の感染者が発生した 5)。現在、全国の公的研究機関では、EHECによる diffuse 
outbreakを早期探知するために、分子疫学的解析法であるパルフィールドゲル電
気泳動（PFGE; 細菌間のゲノムの類似性を判定する方法。ゲノムを制限酵素で
切断し、電気泳動により判定する。）法の解析結果を共有するネットワークが構
築されている 6)。 
 しかしながら、PFGE法のバンドパターンは、病原体のゲノム変異の影響を受
けやすい 7)。2007年から 2008年にかけて、我が国の多くの地域において、疫学
的関連性がない EHEC O157感染者から、PFGE法のバンドパターンが類似した
菌株が大量に分離された 8)。その後、これら菌株について、“stxファージ挿入領
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域”や“転移性遺伝子の保有状況”の解析が行われ、特定の clone から発生した菌
株が日本各地に蔓延したことが解明された 9)。特定菌株の蔓延状況の調査は長期
間に渡り実施されるため、PFGE法のバンドパターンより安定な分子疫学的マー
カーを用いて調査するのが望ましい。 
 病原体の安定な分子疫学的マーカーとして進化系統群が活用できる。進化系
統学群とは、進化過程で発生した特定の形質の菌株を系統学的集団として分類
したものである 10)。EHEC O157の進化過程の研究において、幾つかの進化系統
群が提唱されている。Whittam らは、多座位酵素電気泳動法を用いて、“EHEC 
O157”及び“その祖先の腸管病原性大腸菌（enteropathogenic Escherichia coli: EPEC） 
O55”を幾つかのグループに分け、subgroup A は EPEC O55を、subgroup Bはソ
ルビトール分解能のある EHEC O157 を、subgroup C はソルビトール非分解の
EHEC O157を含むグループとして定めた 11)。Shaikhらは、ゲノムの stxファー
ジの挿入部位を解析し、subgroup Cを 3つの進化系統群（cluster 1、2及び 3）に
分類した 12, 13)。他にも、6つの対立遺伝子の保有パターンに基づく lineage（lineage 
I、I/II及び II）14, 15, 16)や一塩基多型（SNP）解析による clade（clade 1～9）が提
唱されている 17)。 
 EHEC O157の進化系統群には、宿主親和性や病原性の強さや分布地域に特性
があることが報告されている。EHEC O157の環境中の reservoirである牛には、
lineage II菌株が優勢に分布しているのに対し、感染者からは、lineage Iや lineage 
I/II菌株が高い割合で分離される 18, 19)。Manningらは EHEC O157の clade菌株間
で感染者の血便及び HUS 発症率が有意に異なることを報告している 17)。また、
これら進化系統群は地域によって分布状況が異なることも明らかにされている
17, 20, 21)。従って、特定の地域における EHEC O157の進化系統群の分布状況の把
握は、その地域のヒトの健康被害のリスクを評価する上で重要な情報となり得
る。 
 地域に分布する EHEC O157菌株をより詳細に把握するには、分類範囲が小さ
い進化系統群を用いて調査するのが望ましい。横山らは、異なる研究者により
個別に定義されていた EHEC O157の進化系統群（lineage、subgroup、cluster 及
び clade）について、進化過程における階層的関係性を調査して、cladeが最も下
層の（つまり、EHEC O157菌株の分類範囲が最も小さい）進化系統群であるこ
とを明らかにした（Fig. 2）21)。しかしながら、この研究では、幾つかの clade
において、異なる遺伝的形質を持つ EHEC O157菌株が同一の cladeとして分類
されていると指摘している。 
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Fig. 2  Model of EHEC O157 evolution cited in Yokoyama et al. (2012).  The dotted 
lines denote the evolutionary route to be clarified. 
 
 進化系統学群の分類法を修正する上で、集団遺伝学的解析法が活用できる 10)。
一つの進化系統群は、共通の祖先 cloneから発生した集団であるので、祖先の特
徴を受け継いでいる（Fig. 3）。また、祖先 clone Aが祖先 clone Bに進化する過
程で一部の遺伝的形質に変異が起きている。従って、祖先 clone A及び clone B
のそれぞれから発生した進化系統群 C及び進化系統群 Dの間では遺伝的多様性
の違い（遺伝的特徴の偏り）が観察される。この遺伝的特徴の偏りを解析する
ことで、“進化系統群間の遺伝的差異の評価”や“進化系統群の進化モデル上の位
置付け”を行える。EHEC O157の進化系統群間においても、幾つかの遺伝的特徴
に偏りが報告されている 19, 22)。 
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Fig. 3  Biased genetic characters between different phylogenetic groups. 
 
 そこで、本研究の第 1章では、EHEC O157のゲノム上に存在する遺伝的特徴
の分布状況から、各 clade 菌株について集団遺伝学的解析を行い、clade 分類法
を修正した（Table 1）。次に、第 2章では、clade菌株間の病原性の強さを評価す
るために、感染者症状、Stx2 産生力価及び stx2 遺伝子保有状況を比較した。最
後に、第 3章では、日本における EHEC O157によるヒト健康被害のリスクを評
価するために、国内 3 地域で分離された感染者由来の EHEC O157菌株の clade
分布状況を調査した。 
 
Table 1  Isolation periods (Numbers) of EHEC O157 strains used in each chapter. 
    
Chapter Area 
Chiba Fukuoka Yamagata 
1 2002-2009 (470) - - 
2 - 2007-2012 (289) - 
3 1996-2010 (876) 1996-2010 (532) 2002-2007 (81) 
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第 1章 
集団遺伝学的解析による腸管出血性大腸菌 O157の 
clade分類法の修正 
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1. 序論 
 
 これまでの研究により、EHEC O157 の進化系統群として、lineage14, 15, 16)、
subgroup11)、cluster12, 13)及び clade17)が定義されている。横山らは、これら進化系
統群の進化過程における階層的関係性は、上層の群から降順で、lineage、subgroup、
cluster 及び cladeとなることを明らにし、EHEC O157の進化モデルを構築した
（Fig. 2）21)。この研究によって、EHEC O157の lineage I/IIは、祖先進化系統群
の A5 group23)以前に lineage IIから発生し、その後、これら lineageは異なる系統
として平行的に進化したことが示された。 
 しかしながら、EHEC O157進化モデルの構築により、ancestral clade 4/5、clade 
7、clade 8及び clade 9は、平行的に進化をした lineage I/I及び lineage IIの両進
化系統群内に存在していることが明らかになった。これは、ancestral clade 4/5、
clade 7、clade 8及び clade 9のそれぞれは、異なる遺伝的形質の EHEC O157菌
株を同一 clade内に含んでいることを示唆している。この問題点を解消するため
には、ancestral clade 4/5、clade 7、clade 8及び clade 9を属する lineageの違いに
よって、二つの cladeに細分類する必要がある。しかし、新しい cladeを定義す
る場合、集団遺伝学的解析により clade菌株間の遺伝的差異を評価しなくてはな
らない。 
 一方で、insertion sequence（IS）は小さな転移性遺伝子であり、多くの細菌の
ゲノムに分布している 24)。IS の転移は、原核生物の進化に影響を与えたことが
報告されている 25, 26, 27)。EHEC O157においては、IS629が外来性のファージ及
びプラスミドを不活性化してゲノム及び菌体内に固定したことで、EHEC O157
は多様性に富んだ進化を遂げたと言われている 28)。IS629の転移と進化系統群の
発生の関係は明らかにされていないが、異なる lineage菌株間で IS629の分布の
偏りが報告されている 22)。EHEC O157の進化モデル上、各 lineageは特定の clade
を含んでいるので、clade 菌株間でも IS629 の分布は偏っていると思われる。従
って、EHEC O157菌株の clade間における IS629の分布状況を基に、集団遺伝学
的解析を実施できると予想される。 
 IS-printing system は、EHEC O157のゲノム上の 32領域における IS629の分布
を調査する分子疫学的解析法である 29)。IS-printing systemは、multiplex PCR法
及びアガロースゲル電気泳動法で実施されるため、EHEC O157 菌株における
IS629の分布状況を簡易に調査できる。しかしながら、アガロースゲル電気泳動
法は、キャピラリーゲル電気泳動シークエンサー（CES）による方法と比べて、
高分子量の遺伝子産物のサイズ測定が不正確になることが報告されている 30)。 
 そこで、本章では、CESを用いた IS-printing systemにより、EHEC O157菌株
における IS629の分布状況を調査した。次に、EHEC O157菌株を cladeに分類し
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た後、lineage に基づき細分類し、これら分類群間の遺伝的差異を評価するため
に IS629分布状況から集団遺伝学的解析を行った。さらに、各 clade菌株の IS629
保有率から IS629転移と clade発生の関係性について考察を行った。 
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2. 結果 
 
（1）EHEC O157菌株の進化系統群への分類 
 lineage I/II及び lineage IIは平行的に進化したことから 21)、ancestral clade 4/5、
clade 7、clade 8及び clade 9の菌株を、属する lineageの違いによって異なる clade
として分類した。2002 年から 2009 年に千葉県で感染者から分離された EHEC 
O157は 470菌株であった。これら菌株を cladeに分類した結果、clade 1は 7菌
株、clade 2は 103菌株、clade 3は 124菌株、descendant clade 4/5は 8菌株、ancestral 
clade 4/5（lineage I/II）は 2菌株、ancestral clade 4/5（lineage II）は 1菌株、clade 6
は 18菌株、clade 7（linege I/II）は 79菌株、clade 7（lineage II）は 60菌株、clade 
8（linege I/II）は 64菌株、clade 8（linege II）は 2菌株、clade 9（lineage I/II）は
1菌株、そして clade 9（lineage II）は 1菌株であった。 
 
 
（2）Minimum Spanning Tree（MST）解析 
 供試菌株における IS629の分布状況からMSTを構築すると、ほとんどの菌株
は、clade 毎に近くの枝に集まりクラスターを形成した（Fig. 1-1）。しかしなが
ら、一部の EHEC O157菌株は、その菌株の cladeとは異なる clade菌株とともに
クラスターを形成した（ホモプラシー）。clade 2では 103菌株中 2菌株（1.94%）、
clade 3では 127菌株中 1菌株（0.78%）、clade 7（lineage I/II）では 79菌株中 10
菌株（12.66%）、clade 8（lineage I/II）では 64菌株中 2菌株（3.13%）でホモプ
ラシーが観察された。clade 7（lineage I/II）の菌株は 3つのクラスターを形成し、
1つのクラスターは、clade 8の菌株の nodeに繋がった枝の先に存在していた。 
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Fig. 1-1  Minimum Spanning Tree of major clades of EHEC O157 strains 
reconstructed from IS629 distribution data.  Areas surrounded by a blue, green, purple, 
yellow and red line indicated nodes of clade 2, 3, 6, 7 and 8 strains, respectively.  
However, the blue arrow indicates that the node from which a branch of 10 clade 7 
strains were incorrectly clustered. 
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（3）集団遺伝学的解析 
 同一 clade菌株内における IS629の分布状況の偏りを評価するために、各 clade
菌株における standardized index of association（ISA）値を算出した 31)。その結果、
全ての clade菌株において ISA値は有意にゼロと異なっており、各 clade菌株にお
いて IS629分布は連鎖不平衡（進化系統群間で遺伝的特徴が偏る現象）にあるこ
とが示された（Table 1-1）。また、clade 7（lineage I/II）菌株の ISA値が最も高か
った。 
 
Table 1-1  Linkage disequilibrium of IS629 in major EHEC O157 clades. 
       
Clade VD Ve ISA Monte Carlo simulation 
Var (VD) P L 
2 6.2758 2.5219 0.048 0.0394 < 0.001 2.8752 
3 4.1933 2.7334 0.0172 0.0543 < 0.001 3.1384 
6 5.7599 2.0127 0.0601 0.2233 < 0.001 2.8915 
7 (Lineage I/II) 18.6613 3.8609 0.1162 0.0867 < 0.001 4.3871 
7 (Lineage II) 11.6094 4.1387 0.0547 0.1861 < 0.001 4.8887 
8 (Lineage I/II) 7.0497 2.7369 0.0508 0.0678 < 0.001 3.1822 
 
 次に、異なる clade 菌株間における遺伝的差異を評価するために、IS629 の分
布状況から ΦPT値を算出すると 32)、どの clade間の値も有意にゼロより大きかっ
た（Table 1-2）。clade 7（lineageI/II）及び clade 7（lineage II）菌株間は、異なる
cladeと定義されている clade 2及び clade 3の菌株間より、ΦPT値が大きかった。
以上より、比較した全ての clade菌間は互いに遺伝的に異なることが示された。 
 
Table 1-2  ΦPT values of IS629 in major EHEC O157 clades. 
       
Clade Clade 
2 3 6 7 
(Lineage I/II) 
7 
(Lineage II) 
8 
(Lineage I/II) 
2 - 0.278 0.359 0.524 0.605 0.510 
3 0.278 - 0.568 0.551 0.596 0.513 
6 0.359 0.568 - 0.401 0.484 0.480 
7 (Lineage I/II) 0.524 0.551 0.401 - 0.317 0.416 
7 (Lineage II) 0.605 0.596 0.484 0.317 - 0.398 
8 (Lineage I/II) 0.510 0.513 0.480 0.416 0.398 - 
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 clade 7（lineageI/II）及び clade 7（lineage II）菌株のそれぞれについて、IS629
分布が連鎖不平衡にある遺伝子座位を比較するために、32 箇所の遺伝子座位か
ら総当りで 2座位を組み合わせて 値を算出した 33)。その結果、clade 7（lineageI/II）
及び clade 7（lineage II）菌株では、連鎖不平衡にある遺伝子座位の組み合わせが
異なっていた（Fig. 1-2）。 
 
Fig. 1-2  Comparison of pairwise linkage disequilibrium ( values) between loci in 
clade 7 (lineage I/II) and clade 7 (lineage II) stains. 
 
 最後に、IS629 の転移と clade 発生の関連性を調査するため、カイ二乗検定に
より 34)、異なる clade菌株間で各遺伝子座位の IS629 保有率を比較したところ、
多くの遺伝子座位において保有率が有意に異なっていた（Table 1-3）。 
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Table 1-3  Number of strains with IS629 insertion in EHEC O157 clades in lineage I and I/II. 
                  
(A) Primer set 1 
Clade IS629 Number of strains with IS629 insertion present/not present in locus number 
insertion 1-01 1-02 1-03 1-04 1-05 1-06 1-07 1-08 1-09 1-10 1-11 1-12 1-13 1-14 1-15 1-16 
1  Present 7 6 6 3 0 0 6 5 7 6 0 6 7 6 7 2 
Not present 0 1 1 4 7 7 1 2 0 1 7 1 0 1 0 5 
2  Present 79 93 c 96 c 95 c 0  0 d 101 c 101 c 70 103 c 0 97 c 102 76 c 103 83 
Not present 24 10 7 8 103 103 2 2 33 0 103 6 1 27 0 20 
3  Present 117 c 101 c 2 d 100 c 0  0 d 119 c 121 c 120 c 121 c 0  108 c 123  105 c 124  94 d 
Not present 7 23 122 24 124 124 5 3 4 3 124 16 1 19 0 30 
Des 4/5 a Present 1 7 0 7 0 0 7 7 8 8 0 8 8 2 8 6 
Not present 7 1 8 1 8 8 1 1 0 0 8 0 0 6 0 2 
Anc 4/5 b Present 0 1 0 0 0 0 2 2 2 0 0 1 2 0 2 2 
Not present 2 1 2 2 2 2 0 0 0 2 2 1 0 2 0 0 
6  Present 16 17 c 0 d 16 0 1 17 1 d 5 d 18 c 0 18 c 18 0 d 18 17 
Not present 2 1 18 2 18 17 1 17 13 0 18 0 0 18 0 1 
7  Present 28 d 23 d 0 d 56 0 1 d 30 d 48 d 15 d 2 d 0 17 d 78 0 d 78 71 
Not present 51 56 79 23 79 78 49 31 64 77 79 62 1 79 1 8 
8  Present 61 c 56 c 0 d 16 d 0  23 c 64 c 2 d 58 c 0 d 0  62 c 63  0 d 62 55 
Not present 3 8 64 48 64 41 0 62 6 64 64 2 1 64 2 9 
                  
 
  
-16- 
 
 
(B) Primer set 2 
Clade IS629 Number of strains with IS629 insertion present/not present in locus number 
insertion 2-01 2-02 2-03 2-04 2-05 2-06 2-07 2-08 2-09 2-10 2-11 2-12 2-13 2-14 2-15 2-16 
1  Present 0 6 6 6 5 0 7 0 0 6 4 6 7 0 7 7 
Not present 7 1 1 1 2 7 0 7 7 1 3 1 0 7 0 0 
2  Present 0 d 100 99 c 96 c 0 0 70 0 d 0 d 2 d 103 c 101 c 80 c 0 102 c 83 c 
Not present 103 3 4 7 103 103 33 103 103 101 0 2 23 103 1 20 
3  Present 0 d 120 102 c 94 1 0 116 c 0 d 2 d 94 c 106 c 122 c 120 c 0 122 c 122 c 
Not present 124 4 22 30 123 124 8 124 122 30 18 2 4 124 2 12 
Des 4/5 a Present 0 7 5 8 0 0 8 0 0 5 8 8 1 0 8 8 
Not present 8 1 3 0 8 8 0 8 8 3 0 0 7 8 0 0 
Anc 4/5 b Present 2 1 1 1 0 0 2 0 0 0 0 2 0 0 2 2 
Not present 0 1 1 1 2 2 0 2 2 2 2 0 2 2 0 0 
6  Present 18 c 18 11 17 0 0 4 d 0 0 0 d 0 d 17 16 c 0 0 d 17 c 
Not present 0 0 7 1 18 18 14 18 18 18 18 1 2 18 18 1 
7  Present 26 73 1 d 71 c 0 1 13 d 2 d 42 c 0 d 9 d 73 25 d 1 74 56 
Not present 53 6 78 8 79 78 66 77 37 79 70 6 54 78 5 23 
8  Present 39 c 64 23 d 59 c 0 0 60 c 0 d 1 d 0 d 63 c 60 41 0 61 1 d 
Not present 25 0 41 5 64 64 4 64 63 64 1 4 23 64 3 63 
a Descendant clade 4/5 reported by Yokoyama et al. (2012). 
b Ancestral clade 4/5 reported by Yokoyama et al. (2012). 
c The number of strains with IS629 was significantly larger compared to strains in clade 2, 3, 6, 7, and 8. 
d The number of strains with IS629 was significantly smaller compared to strains in clade 2, 3, 6, 7, and 8. 
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（4）EHEC O157進化モデルにおける新しい cladeの定義 
 EHEC O157菌株における IS629分布状況を基に集団遺伝学的解析を行ったと
ころ、異なる lineageに属する clade 7の菌株は遺伝的に異なることが明らかにな
った。従って、clade 7（lineage I/II）及び clade 7（lineage II）をそれぞれ clade 7
及び clade 12として定義した（Fig. 1-3）。ancestral clade 4/5、clade 8及び clade 9
についても、属する lineage の違いにより異なる clade として定義する必要があ
ると思われる。しかしながら、lineage IIに属する ancestral clade 4/5、clade 8及び
clade 9 については、菌株数は少なく、集団遺伝学的解析を実施できなかったの
で、これら cladeをそれぞれ putative clade 13、putative clade 11及び putative clade 
10と定めた。 
 
Fig. 1-3  Putative IS629-related genetic events in the model of EHEC O157 
paraphyletic evolution cited in Yokoyama et al. (2012).  Red arrows indicates an IS629 
insertions and the blue arrow indicates an IS629 deletion. 
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3. 考察 
 EHEC O157の進化過程における lineage I/II及び lineage IIの分岐については以
前から研究されてきた。EHEC O157は祖先である EPEC O55菌株から単系統進
化をし 35)、EHEC O157の lineage II菌株は lineage I/II菌株から分岐したと報告さ
れていた 36)。しかし、近年の研究により、in silicoで LSPA-6を行うと、祖先の
EPEC O55菌株は lineage IIに属していることが明らかにされた 21)。また、EHEC 
O157の clade解析により、lineage IIに属する ancestral clade 4/5、clade 7、clade 8
及び clade 9 の菌株が存在していたことから、EHEC O157 の lineage I/II 及び
lineage IIの平行的進化過程が提唱された 21)。しかしながら、この平行的進化過
程について遺伝学的な検証は行われてこなかった。 
 一方で、過去の研究により、異なる lineageの EHEC O157菌株間において IS629
分布が偏っていると報告されている 22)。本章では、EHEC O157菌株の IS629分
布状況から MST 解析を行い、異なる clade（進化モデル上、lineage より下層の
進化系統群）菌株間でも IS629 分布の偏りを確認した（Fig. 1-1）。さらに、ISA
値を算出した全ての clade菌株で IS629分布が連鎖不平衡にあることが示された
31)（Table 1-1）。以上より、IS629の分布データは EHEC O157菌株の集団遺伝学
的解析に有効であることが明らかになった。 
 そこで、clade 7（lineage I/II）及び clade 7（lineage II）菌株について、IS629
分布データを基に集団遺伝学的解析を行った。その結果、clade 7（lineageI/II）
及び clade 7（lineage II）菌株間の ΦPT値は有意にゼロより大きく、これら菌株は
遺伝的に異なることが示された 32)。また、 値により、clade 7（lineage I/II）及
び clade 7（lineage II）菌株間では、連鎖不平衡にある遺伝子座位が異なっていた
33)（Fig.1-2）。以上より、clade 7（lineage I/II）及び clade 7（lineage II）は、遺伝
的に異なることが示されたので、それぞれ clade 7 及び clade 12 と定義した
（Fig.1-3）。また、lineage IIに属する ancestral clade 4/5、clade 8及び clade 9につ
いては、供試菌株数が少なかったために集団遺伝学的解析を実施できなかった
ので、これら cladeをそれぞれ putative clade 13、putative clade 11及び putative clade 
10と定めた。 
 Manningらは、clade 7（lineage II）（本章で定めた clade 12）菌株を 1つの clade
として定義できなかった 17)。この研究では、アメリカ合衆国ミシガン州周辺で
分離された EHEC O157菌株を用いて SNPを検出し、SNPTソフトウェアを使用
して検出した全ての SNPの中から clade分類に必要な SNPを選んだ（SNPセッ
トを決定した）37)。SNP の選定方法について簡潔に述べると、最初の SNP セッ
トについて Hunter-Gaston indexを算出し 38)、供試菌株の多様性を評価する。次
に、SNPセットから 1つの SNPを削除した場合も多様性に変化がなければ、そ
の SNP を clade 分類に不要と判断し、SNP セットから除外する。Manning らが
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EHEC O157菌株を集めたアメリカ合衆国ミシガン州周辺は、clade 7（本章で定
めた clade 7及び clade 12）の菌株の分布割合が低いため、この供試菌株の中に
は clade 12の菌株が少なかったと予想される。そのため、clade 12の定義に必要
なSNPを誤って削除したことが考えられる。Mellorらは、EHEC O157菌株の clade
分布状況は国によって異なると報告している 20)。例えば、日本の千葉県には clade 
7及び clade 12の菌株が優勢に分布している 21)。従って、遺伝的多様性の面から
正しい clade 分類法を定義するには、多くの異なる地域から集めた EHEC O157
菌株を用いて SNPを選定する必要がある。 
 EHEC O157において、IS629の転移により、異なる SNPを持つ cloneが発生
すると報告されている 28)。cladeは SNPに基づく分類法であるので 17)、IS629の
転移と cladeの発生の関連性が疑われる。そこで、本研究では、異なる clade菌
株間で各遺伝子座位の IS629保有率を比較した 34)。その結果、EHEC O157の進
化モデル上、連続した clade（例えば、“clade 8（lineage I/II）及び clade 7（lineage 
I/II）”、“clade 7（linage I/II）及び clade 6”、“clade 3及び clade 2”）の菌株間にお
いて、複数の遺伝子座位で IS629の保有率が異なっていた（Table 1-3）。この結
果から、複数回の IS629の転移により cladeの発生が引き起こされたと思われる。
しかし、Manningらは、EHEC O157菌株を 9つの cladeに分類するために、SNP
が存在する 32箇所の遺伝子座位を選んでおり、各 cladeの SNPパターンは複数
存在する。進化モデル上、隣接した clade間で確認された複数の IS629転移の内、
ほとんどの転移は clade分類とは関係がない SNPを持つ cloneを発生させたのか
もしれない。 
 IS629の転移では、“clade 9から clade 8”または“clade 9から clade 7”の発生を説
明できなかった。本研究で解析した clade 9の 2菌株には、ほとんど遺伝子座位
に IS629を保有していなかったが（データ示さず）、clade 7及び clade 8の菌株の
多くの遺伝子座位には IS629が分布していた（Table 1-3）。Rumpらは、A5（clade 
9及び putative clade 10を含む）と比べて A6（それ以外の cladeを含む）の EHEC 
O157菌株には、IS629が広く分布していると報告している 39, 40)。clade 9から clade 
8または clade 7が発生する段階で、多くの遺伝子座位に IS629が一斉に持ち込
まれたことも考えられるが、その可能性は低い。もしかすると、EHEC O157の
進化モデル上、“clade 9及び clade 8”または“clade 9及び clade 7”の間には、幾つ
かの進化系統群が存在していたが、現在は絶滅したのかもしれない。今後、さ
らなる研究により、この過程で起きた進化的な事象を明らかにする必要がある。 
 結論として、EHEC O157の異なる clade菌株間において、IS629の分布の偏り
が確認された。IS629の分布データを用いて集団遺伝学的解析を行うと、clade 7
（lineage I/II）及び clade 7（linage II）菌株の連鎖不平衡の強さは大きく異なって
いた。そこで、ΦPT値を算出すると、clade 7（lineage I/II）及び clade 7（linage II）
菌株は遺伝的に異なる集団であることが明らかとなった。以上より、EHEC O157
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の平行的進化過程が集団遺伝学的に裏付けられたので、Manning らの定めた
ancestral clade 4/5、clade 7、clade 8及び clade 9の定義（Fig. 2）を Fig. 1-3の通り
修正した。 
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4. 実験の部 
 
1. 材料 
(1) 供試菌株 
 我が国では、感染症法に基づき EHEC O157感染症の発生が地域の保健所に届
けられると、保健所による疫学的調査が実施される。本研究の第 1 章の供試菌
株として、2002年から 2009年の千葉県内において、EHEC O157感染者から分
離された菌株の中から、保健所の調査で疫学的関連性が確認されなかった 470
菌株を選んだ（Table 1）。InstaGene Matrixを用いて、これら菌株の DNAを抽出
し、2 ng/µlに濃度を調製した。 
 
(2) 試薬及び機器 
 第 1章では、Table 1-4の機器等及び Table 1-5の試薬を使用した。 
 
Table 1-4  Experimental apparatus used in chapter 1. 
 
Examination Experimental apparatus Manufacturer 
DNA extraction Gene Quant Pro Amasham 
Thermo Alumi Bath ALB-120 Iwaki 
Classification into phylogenetic groups GeneAmp 9700 PCR system Life Technologies 
Mupid-2plus Advance 
Mild Mixer SI-36 Taitec 
Gel Logic 200 Imaging system Kodak 
Genetic Analyzer 310 Life Technologies 
310 Genetic Analyzer Capillary Life Technologies 
GeneMapper software Version 4.1 Life Technologies 
IS-printing system GeneAmp 9700 PCR system Life Technologies 
Genetic Analyzer 310 Life Technologies 
310 Genetic Analyzer Capillary Life Technologies 
GeneMapper software Version 4.1 Life Technologies 
Population genetic analysis BioNumerics software Version 5.0 Applied Maths 
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Table 1-5  Reagents used in chapter 1.   
   
Examination Reagent Manufacturer 
DNA extraction InstaGene Matrix BioRad 
Classification into phylogenetic groups Each primer (non-labeled) FASMAC 
FastStart Taq DNA polymearse Roche Diagnostics 
SYBR Green I Life Technologies 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane Wako Pure Chemical 
Industries 
Boric acid Wako Pure Chemical 
Industries 
EDTA·3Na Dojindo Molecular 
Technologies 
Blue/Orange Loading Dye, 6x Promega 
100bp DNA Ladder/Loading Quick Toyobo 
Agarose Wako Pure Chemical 
Industries 
Ethidium bromide Merck 
Ex Taq HS Takara Technology 
Each fluorescent labeled primer Life Technologies 
GeneScan 600 LIZ Size Standard Life Technologies 
Hi-Di Formamide Life Technologies 
POP-4 polymer Life Technologies 
Buffer (10x) with EDTA Life Technologies 
IS-printing system Ex Taq HS Takara Technology 
Each fluorescent labeled primer Life Technologies 
GeneScan 1200 LIZ Size Standard Life Technologies 
Hi-Di Formamide Life Technologies 
POP-4 polymer Life Technologies 
Buffer (10x) with EDTA Life Technologies 
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2. 方法 
(1) EHEC O157菌株の進化系統群への分類 
 EHEC O157のゲノム上の 8領域の SNPに基づき 21, 41, 42)、供試菌株をManning
らの報告した cladeに分類した 17)（Table 1-6）。供試菌株から抽出した DNAを用
いて、GeneAmp 9700 PCR systemにより Amplification refractory mutation system 
PCR（ARMS-PCR）法を行い、SNP を解析した 43)。ARMS-PCR法では、1 領域
あたり SNPに対応する 2組のプライマ （ーTable 1-7）を異なる反応系で用いて、
増幅があった組のプライマーから SNP の塩基を決定した。また、遺伝子増幅反
応の特異性を上げるために、DNA polymeraseには FastStart Taq DNA polymerase
を使用し、touchdown PCR法の反応条件を採用した。touchdown PCR法の反応条
件は、最初の 1サイクルが 95°C 5分、次の 5サイクルを 95°C 30秒、Tm+5°C（1
サイクル毎に 1°Cずつ低下） 30秒、72°C 1分で行い、その後の 35サイクルを
95°C 30 秒、Tm°C 30 秒、72°C 1 分、最後の 1 サイクルを 72°C 7 分とした。
touchdown PCR法による遺伝子増幅産物にSybre Green Iを添加し80°Cに加熱後、
紫外線を照射した 44)。Sybre Green Iの添加で遺伝子増幅が確認されたら、アガ
ロースゲル電気泳動法により遺伝子増幅産物のサイズを確かめた。 
 
Table 1-6  SNPs in the locus used for classification into EHEC O157 strains into clades. 
         
Clade Locus 
ECs0654 ECs2357 ECs0517 ECs3942 ECs1011 ECs4130 ECs3881 ECs2521 
9 C C G A G C C G 
8 T A G A G C C G 
7 T C G A G C C G 
6 T C A C G C C G 
4/5 T C A A G C C G 
3 T C A A/C G T C G 
2 T C A A G T T G 
1 T C A A G T T C 
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Table 1-7  Primers used for classification into EHEC O157 strains into clades. 
           
Locus SNP Reference Variant Forward primer  Reverse primer Amplicon Annealing 
position nucleotide nucleotide Designation Sequence  Designation Sequence size temperature 
ECs2521 1060 G C 2521C-F CGCAACTACCAGAACAGTTACATC  2521-R TTCCGCTTCTTCCTGGCTAT 272 bp 65 °C 
2521G-F CGCAACTACCAGAACAGTTACATG  
ECs3881 438 C T 3881C-F ACGACAAAGACGTGTGCATC  3881-R TTCACGCGTACCAAAAATCA 206 bp 63 °C 
3881T-F ACGACAAAGACGTGTGCATT  
ECs4130 630 C T 4130C-F GTGGTACATGCCGCTGAC  4130-R AGTATGCGGCAGGCCTATAA 162 bp 63 °C 
4130T-F GTGGTACATGCCGCTGAT  
ECs1011 132 G T 1011G-F TGAGACGGGCAAAACCCTG  1011-R CTATGCGTAGTGCGCCAGTG 215 bp 65 °C 
1011T-F TGAGACGGGCAAAACCCTT  
ECs3942 348 A C 3942-F GGGCGCGTATGAATTAGGTGT  3942A-R GTGAGATCCCAGCCAATGGAT 156 bp 65 °C 
 3942C-R GTGAGATCCCAGCCAATGGAG 
ECs0517 247 A G 517-F TGGCACGAAAAACCAAACAA  517A-R TCTCTCTTAATACTGAGAGTGGATCGTT 273 bp 65 °C 
 517G-R TCTCTCTTAATACTGAGAGTGGATCGTC 
ECs2357 539 C A 2357-F CGCTCTAAAGAAGCGTTTGG  2357C-R CGTTTTCCAGTGGCTCGG 409 bp 60 °C 
 2357A-R CGTTTTCCAGTGGCTCGT 
ECs0654 281 T C 654T-F GATGGGCTTTAAAAACCTGCT  654-R ATTACCGAATTCATCACAGG 265 bp 55 °C 
654C-F GATGGGCTTTAAAAACCTGCC  
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 横山らの報告に従い、供試菌株を LSPA-6 により lineageに分類した 22)。供試
菌株から抽出した DNAについて、プライマー（Table 1-8）及び Ex Taq HSを用
いて、GeneAmp 9700 PCR systemにより PCR法を行った。反応条件は、最初の 1
サイクルが 94°C 5分、次の 30サイクルを 94°C 30秒、58°C 30秒、72°C 30秒と
して、最後の 1サイクルを 72°C 7分とした。PCR法による遺伝子増幅産物をミ
リ Q水で希釈し、CESを用いて 60°C 30分間で電気泳動を行った。電気泳動の
内部標準には、GeneScan 600 LIZ Size Standardを使用した。電気泳動の結果を
GeneMapper software Version 4.1により解析し、検出されたピークの遺伝子サイ
ズを基に、Table 1-9 の通り LSPA-6 のコードに変換した。LSPA-6 のコードが
1N111N（“N”はどの対立遺伝子でも良い）となった供試菌株を lineage I に、
2N111Nとなった菌株を lineage I/IIに、それ以外のコードの菌株を lineage IIに分
類した。 
 
Table 1-8  Primers used for LSPA-6. 
   
Locus Primer Sequence 
folD-sfmA Forward TACGTAGGTCGAAGGG 
Reverse CCAGATTTACAACGCC 
Z5935 Forward GTGTTCCCGGTATTTG 
Reverse CTCACTGGCGTAACCT 
yhcG Forward CTCTGCAAAAAACTTACGCC 
Reverse CAGGTGGTTGATCAGCG 
rbsB Forward AGTTTAATGTTCTTGCCAGCC 
Reverse ATTCACCGCTTTTTCGCC 
rtcB Forward GCGCCAGATCGATAAAGTAAG 
Reverse GCCGTTGTAAACGTGATAAAG 
arp-iclR Forward GCTCAATCTCATAATGCAGCC 
Reverse CACGTATTACCGATGACCG 
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Table 1-9  Amplicon sizes and codes by LSPA-6. 
   
Locus Amplicon size (bp) Code 
folD-sfmA 161 1 
170 2 
Z5935 133 1 
142 2 
115 3 
151 4 
169 5 
yhcG 394 1 
472 2 
rbsB 218 1 
209 2 
rtcB 270 1 
279 2 
arp-iclR 315 1 
333 2 
324 3 
342 4 
 
 ARMS-PCR法及び LSPA-6で使用したプライマーの配列及び EHEC O157のゲ
ノム上の標的領域を Fig. 1-4で示した。 
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Fig. 1-4  EHEC O157 genomic locations analyzed by IS-printing system, clade 
analysis and LSPA-6.  Red and blue circles indicate the IS629 insertion sites analyzed 
using IS-printing system with primer set 1 and 2, respectively.  Four sites at purple 
circle were examined with both primer sets.  Green triangles indicate the SNP loci 
examined using clade analysis. Brown squares are the target alleles for LSPA-6. 
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(2) CESを用いた IS-printing system 
 供試菌株から抽出した DNAについて、IS-printing systemを大岡らの報告 29)に
準じて実施した。プライマーには、市場販売されている IS-printing systemのキッ
トのプライマーに変更を加えたものを用いた（Table 1-10）。また、電気泳動を
CESで行うために、IS inside-1及び IS inside-2プライマーの 5’末端を 6-FAMで
修飾した。プライマーの EHEC O157ゲノム上の標的領域を Fig. 1-4で示した。 
 multiplex PCR法を以下の手順で行った。プライマーを 2つのセットに分け、
さらに各セットのプライマーを遺伝子増幅産物の大きさを基準に 3 つのグルー
プ（低、中及び高分子量用プライマー）に分類した（Table 1-10）。1st setプライ
マーの multiplex PCR法については、最初に、“IS inside-1プライマー及び高分子
量用プライマー”を用いて反応を行った。次に、“IS inside-1プライマー及び中分
子量用プライマー”を、最後に、“IS inside-1プライマー及び低分子量用プライマ
ー”を用いて multiplex PCR法を行った。2nd setプライマーの multiplex PCR法に
ついても、“IS inside-1プライマー”の代わりに“IS inside-2プライマー”を用いた
以外は、1st setプライマーの場合と同様に行った。また、DNA伸長反応の特異
性を高めるため、合成酵素には Ex Taq HS を用いた。multiplex PCR 装置には
GeneAmp 9700 PCR systemを用い、最初の 1サイクルを 94°C 5分、次の 35サイ
クルを 98°C 10秒、64°C 30秒、72°C 1分、最後の 1サイクルを 72°C 7分の条件
で反応を行った。なお、陽性コントロールとして、IS-printing systemのキットの
陽性コントロールを用いた。供試菌株の DNA抽出液及び陽性コントロールにつ
いて multiplex PCR法を行った後、各プライマーセット（低、中及び高分子量用
プライマー）の遺伝子増幅産物を混和し、ミリ Q水で希釈した。 
 multiplex PCR法の遺伝子増幅産物を CESを用いて 60°C 45分間、電気泳動を
行った。電気泳動の内部標準には、GeneScan 1200 LIZ Size Standardを使用した。
電気泳動の結果を GeneMapper software Version 4.1により解析した。検出された
ピークの位置を各 IS629 挿入領域の bin として設定した。供試菌株の multiplex 
PCR法産物を CESで解析し、ある bin内にピーク観察された場合、その菌株は
その領域に IS629の挿入があると判定した。 
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Table 1-10  Primers used for IS-printing system. 
 
(A) 1st set 
Primer group Primer Sequence (5'-3') Expected amplicon Primer concentration 
designation size (bp) in reaction mixture (μM) 
Common a IS inside-1 CTCAGGGAGTTTAGTCTCCAGG N/A 0.30 
High molecular 
weight group 
1-01 GCCATGCGACAACTTTTTCCC 974 0.50 
1-02 CCGCCATTACTGCTGAACTGC 839 0.40 
1-03 GTGCGCTCCGGACTTCTTCAG 742 0.30 
Middle molecular 
weight group 
1-04 CGGACGTATAGGGCTGAAACATA 645 0.30 
1-05 TCACACTTTCCTGCGTCTCATT 595 0.15 
1-06 CTCCAGTTTATTCAGCTCAACA 561 0.10 
1-07 GCCTTACGACGGTCCTCTCTG 495 0.15 
1-08 CTGCCCTCAAATTTGGCTTCCT 442 0.10 
1-09 TACCAACAAATGAGAGCCGCGC 405 0.10 
1-10 TGCGCTGATTTTTCTGGCGGTG 353 0.10 
Low molecular 
weight group 
1-11 TCGGTTTTGCGCGTCAGTTTAG 325 0.10 
1-12 CCCAGTCGCAGCTGTGCTGTA 300 0.15 
1-13 GTCACCGGAAACCGCTGTCAC 269 0.10 
1-14 CACCGCAGCCAGCAAGAGAAA 241 0.15 
1-15 CTATCGGGAAAGGGTGGCAGT 211 0.10 
1-16 TGTTGAAAACAGCCACGAAGCC 171 0.15 
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(B) 2nd set 
Primer group Primer Sequence (5'-3') Expected amplicon Primer concentration 
designation size (bp) in reaction mixture (μM) 
Common a IS inside-2 TCTGGCAGCCTGAGTTCACAG N/A 0.30 
High molecular 
weight group 
2-01 TCCGCATGGATGATTTTCTTCG 987 0.50 
2-02 GGAGTGGGGCACATGGATAG 861 0.40 
2-03 CGACCAGTTCACACCAGCCA 801 0.30 
Middle molecular 
weight group 
2-04 AATGCGGCGAGGTGATTTTTAC 710 0.20 
2-05 CAGATGTGGGACGCAGCGGT 642 0.10 
2-06 GCAGAATTTCTGTTCGCCGCA 599 0.10 
2-07 CATCAGCCGCTATCATGTCGA 555 0.10 
2-08 GATGGTCGATAATGACTGCGTG 499 0.10 
2-09 GGGCTTTTTATTACAGGAAAGAC 449 0.10 
2-10 TGAGGCAATGGCATGTATTCAG 394 0.10 
Low molecular 
weight group 
2-11 TCTTTTGATGCGCAAACTGGGG 358 0.20 
2-12 AGGAAGCACCAGGGAACAGC 331 0.30 
2-13 GAGTTGGTTGGGGAGAAATCG 301 0.30 
2-14 ATGACACCCGTGACGACGTG 278 0.10 
2-15 AACCCTCCTGTAATATGGCTGT 240 0.20 
2-16 TCGATGCGCATTTGCAACGAG 211 0.10 
a Common primer with primers in each primer set. 
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(3) MST解析による IS629分布状況の調査 
 clade 1、descendant clade 4/5、ancestral clade 4/5、clade 8（lineage II）及び clade 
9については、供試菌株数が少なかったので、MST解析を実施しなかった。MST
解析には、BioNumerics software Version 5.0を使用した。各供試菌株の IS629の
分布データを用いて、単純一致係数及び二値変数によりMSTを作成した。 
 
(4) IS629の分布状況に基づく集団遺伝学的解析 
 clade 1、descendant clade 4/5、ancestral clade 4/5、clade 8（lineage II）及び clade 
9については、供試菌株数が少なかったので、以下の集団遺伝学的解析を行わな
かった。 
 各 clade菌株における IS629分布の連鎖不平衡を評価するために、LIAN Ver. 3.5 
programを使用して、ISA 値を求めた 31)。解析する遺伝子座位の数（l）を決定し
た後、連鎖平衡状態での多様性（Ve）と測定による多様性（VD）を用いて以下
の式から、各 cladeの ISA値を算出した。 
 
また、試行回数を 103として Monte Carlo シミュレーションを行い、VD及び Ve
間の有意差も評価した。 
 異なる clade菌株間の遺伝的差異の違いを評価するために、Genetic Analysis in 
Excel（GenAlEx）Ver. 6.5 softwareを用いて、Fstの類似値の ΦPT値を求めた 32)。
集団間の多様性（VAP）及び集団内の多様性（VWP）を用いて、以下の式により、
試行回数を 999として ΦPT値を算出した。 
 
ある 2 つの clade菌株間の ΦPT値が有意にゼロと異なる場合、それら clade菌株
間は遺伝的多様性に違いある、つまり遺伝的に異なる集団と判定する。 
 ある 2つの遺伝子座位間の連鎖不平衡を評価するために、MultiLocus software 
Version 1.2を使用し、試行回数を 100として、 値を算出した 33)。 
 
 異なる clade菌株間において、各遺伝子座位の IS629保有率を比較するために、
js-STAR 2012 software release 1.1.0jによりカイ二乗検定を行った 34)。検定の結果、
P < 0.05の時に有意と判定した。  
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第 2章 
腸管出血性大腸菌 O157菌株の clade間における病原性の評価 
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1. 序論 
 
 近年の分子遺伝学的研究によって、多くの病原細菌は水平伝播を介して病原
遺伝子を獲得してきたことが明らかにされた 45)。サルモネラ属菌の病原遺伝子
群である Salmonella pathogenicity islandは、他のゲノム領域と比較して GC含量
が高かったことから、水平伝播により獲得された領域だと判明した 46)。ビブリ
オ属コレラ菌 O1 型においても、病原遺伝子群の存在は確認されている 47)。ま
た、EHEC O157は、進化の過程で志賀毒素ファージに感染したことで、stx遺伝
子を獲得したと報告されている 48)。 
 一方で、疫学的研究によって、同じ病原菌であっても進化系統群間で病原性
の強さが異なることが確認されている。和田らは、結核菌の近代北京型菌株は
西日本の都市部で感染伝搬率が高いことから、近代北京型菌株は病原性が高い
系統群だと報告している 49)。Manningらは、EHEC O157菌株の clade 8（第 1章
で定義した clade 8及び putative clade 11）は他の cladeと比べて、感染者の HUS
発症率が高いことから、clade 8は高病原性の進化系統群だと述べている 17)。し
かしながら、EHEC O157の進化系統群と病原因子の Stxの関係性については、
あまり調査されていない。 
 Stxは Stx1及び Stx2に分類されるが 50, 51)、Stx2は Stx1よりヒトに対する病原
性が強く、EHEC O157感染者の重症化に深く関与していることが明らかにされ
ている 52, 53)。過去の研究によって、EHEC O157の lineage Iに属する菌株は、lineage 
IIの菌株より Stx2産生量が高いと報告されており 54, 55, 56)、lineage間で病原性の
強さに違いがあると思われる。しかしながら、これら研究で用いた EHEC O157
の菌株数は少ない上に、菌株のサンプリングに偏りがあった。従って、解析し
た EHEC O157が、“全ての lineage I菌株の中で Stx2産生量の高い菌株”または“全
ての lineage II菌株の中で Stx2産生量が低い菌株”であった可能性がある。EHEC 
O157の進化系統群間での Stx2産生量の違いを評価するには、偏りなくサンプリ
ングした多数の菌株を解析する必要がある。 
 本研究の第 1章では、EHEC O157菌株における IS629の分布データから集団
遺伝学的解析を行い、clade分類法を修正した。EHEC O157の進化系統群と Stx2
産生量の関係性の調査には、修正後の clade分類法を用いるべきである。しかし
ながら、EHEC O157菌株を cladeに分類するには、ゲノムの複数領域での SNP
を検出する必要があり、大量の菌株を分類するのは困難である。 
 Manningらは、clade分類法として、プライマー伸長反応に基づく SNaPshot法
を採用したが 17)、この解析法は費用がかかる。そこで、我々は、第 1 章におい
て低費用 clade 分類法として ARMS-PCR 法を用いたが、この解析法ではアガロ
ースゲル電気泳動法を用いるため、大量の菌株の解析には適していない 21)。近
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年、Sangalらは、real-time PCR法装置による high-resolution melting analysis（HRM
法）を用いて、Shigella sonnei 菌株の SNP 解析を行った 57)。この研究により、
HRM法は解析費用が比較的安く、操作も容易である上に、迅速性と正確性に優
れた SNP解析法であることが示された。 
 そこで、本章では、HRM法を用いて、第 1章で修正した EHEC O157進化モ
デルに基づきEHEC O157菌株を cladeに分類した。次に、異なる clade菌株間で、
感染者の血便発症率、Stx産生力価及び stx2遺伝子保有率を比較し、各 cladeの
病原性を評価した。また、比較の結果から、EHEC O157の進化過程についても
考察した。 
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2. 結果 
 
(1) EHEC O157菌株の進化系統群への分類 
 LSPA-6により、289菌株の全供試菌株を lineageに分類すると、lineage Iが 189
菌株、lineage I/IIが 78菌株、lineage IIが 22菌株であった。また、lineage Iの 1
菌株は stx2c遺伝子を保有していた。EHEC O157の進化過程上、lineage I菌株は
stx2c遺伝子を保有しないと報告されていることから 21)、この 1菌株を供試菌株
から除外した。残りの菌株について HRM法を行い、cladeに分類した（Table 2-1）。 
 供試菌株における IS629の分布状況からMSTを構築すると、ほとんどの菌株
は clade毎に近くの枝に集まりクラスターを形成した（Fig. 2-1）。しかしながら、
clade 1の 1菌株、clade 3の 5菌株、descendant clade 4/5の 1菌株、clade 7の 3
菌株及び clade 12の 1菌株については、ホモプラシーが観察された。 
 各 clade 菌株における IS629 分布の連鎖不平衡を評価するために ISA値を算出
すると 31)、その値は clade 12の菌株以外で有意にゼロより大きかった（Table 2-2）。
そこで、clade 12の菌株の Ve及び VD間でパラメトリック検定を行うと、Var (VD) 
= 0.4777、P = 1.30 x 10-4及び L = 4.6287となった。これは、clade 12の菌株につ
いても正しく分類できていることを示唆している。 
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Table 2-1  Stx2 titers in EHEC O157 strains isolated from patients with and not hemorrhagic colitis. 
Hemorrhagic Stx2 gene Clade Number of strains at each Stx2 titeration end point 
Colitis present (lineage) < 2 2 4 8 16 32 64 128 >= 
Yes a Yes c 1 (I) 0 0 0 0 0 0 0 4 
  
2 (I) 1 2 0 1 2 5 17 33 
  
3 (I) 0 0 0 2 3 4 6 29 
  
Des 4/5 e (I) 0 0 0 0 0 0 0 6 
  
6 (I/II) 0 0 0 0 2 1 0 4 
  
7 (I/II) 0 0 0 1 4 4 2 0 
  
8 (I/II) 0 0 0 0 0 1 6 5 
  
12 (I/II) 0 0 0 0 0 0 0 0 
           
 
No d 1 (I) 0 0 0 0 0 0 0 0 
  
2 (I) 1 0 0 0 0 0 0 0 
  
3 (I) 0 0 0 0 0 0 0 0 
  
Des 4/5 e (I) 0 0 0 0 0 0 0 0 
  
6 (I/II) 0 0 0 0 0 0 0 0 
  
7 (I/II) 8 2 1 1 1 0 0 0 
  
8 (I/II) 0 0 0 0 0 0 0 0 
  
12 (I/II) 3 1 1 0 1 0 0 1 
           
No b Yes c 1 (I) 0 0 0 0 0 0 1 0 
  
2 (I) 0 1 1 3 0 13 10 20 
  
3 (I) 1 0 1 0 1 4 1 15 
  
Des 4/5 e (I) 0 0 0 0 0 0 0 0 
  
6 (I/II) 0 0 0 0 0 0 1 1 
  
7 (I/II) 0 0 1 2 0 1 0 1 
  
8 (I/II) 0 0 0 0 1 1 0 6 
  
12 (I/II) 0 0 0 0 0 0 0 0 
           
 
No d 1 (I) 0 0 0 0 0 0 0 0 
  
2 (I) 0 0 0 0 0 0 0 0 
  
3 (I) 0 0 0 0 0 0 0 0 
  
Des 4/5 e (I) 0 0 0 0 0 0 0 0 
  
6 (I/II) 1 0 0 0 0 0 0 0 
  
7 (I/II) 8 2 4 2 3 0 0 0 
  
8 (I/II) 0 0 0 0 0 0 0 0 
  
12 (I/II) 4 3 5 1 1 0 1 0 
a Patients with hemorrhagic colitis. 
b Patients not with hemorrhagic colitis and asymptomatic carriers. 
c Strains carried the stx2 gene. 
d Strains did not carry the stx2 gene, but did carry stx2c gene. 
e Descendant clade 4/5. 
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Fig. 2-1  Minimum spanning tree reconstructed from IS-printing data of all the EHEC 
O157 strains in this study.  Arrows indicate EHEC O157 strains that were incorrectly 
constructed. 
 
 
Table 2-2  Linkage disequilibrium of IS629 insertion sites among different clades. 
       
Clade VD Ve ISA Monte Carlo simulation  
Var (VD) P L 
2 6.0385 2.3462 0.0508 0.0175 < 1.0x10-3 2.5737 
3 3.4967 2.5012 0.0128 0.0531 < 1.0x10-3 2.9256 
7 20.265 3.8401 0.1380 0.0559 < 1.0x10-3 4.2554 
8 6.3452 2.1281 0.0639 0.1185 < 1.0x10-3 2.7896 
12 5.3615 3.4917 0.0173 0.4827 1.4x10-2 4.8050 
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(2) clade及び血便発症の関係性 
 供試菌株が産生した Stx2の力価は Table 2-1の通りになった。 
 カイ二乗検定により、各 clade 菌株の“感染者の血便症状の発症率”を全ての
clade間で比較したところ有意な差があった。そこで、Fisherの正確検定により、
異なる 2つの clade菌株間で“感染者の血便症状の発症率”を比較した（Table 2-3）。
その結果、clade 12の菌株は、clade 2、clade 3及び descendant clade 4/5の菌株と
比べて、血便発症率が有意に低かった。 
 Kruscal-Wallis検定により、各 clade菌株の“Stx2産生力価”を全ての clade間で
比較したところ、有意な差があった。そこで、Mann-Whiney U 検定により、異
なる 2つの clade間で“Stx2産生力価”を比較した（Table 2-4）。その結果、clade 7
及び clade 12の菌株は、これら以外の clade菌株と比べて、“Stx2産生力価”が有
意に低かった。 
 カイ二乗検定により、各 clade菌株の“stx2遺伝子の保有率”を比較したところ
有意な差があった。そこで、Fisherの正確検定により、異なる 2つの clade間で“stx2
遺伝子の保有率”を比較した（Table 2-5）。その結果、clade 7及び clade 12の菌株
は、これら以外の clade菌株と比べて、“stx2遺伝子の保有率”が有意に低かった。 
 
Table 2-3  Pairwise comparison of the number of strains from patients with and without hemorrhagic 
colitis between two clades. 
         
Clade 1 2 3 Des 4/5 6 7 8 12 
1  ns a ns ns ns ns ns ns 
2 0.28833 a  ns 0 a ns ns ns 2.7679 
3 0.45615 0.12602  ns ns ns ns 4.0994 
Des 4/5 b 0.45454 0.03689 0.09335  ns Infinity ns Infinity 
6 0.54391 0.31326 0.54681 0.21429  ns ns ns 
7 0.21262 0.2857 0.06776 0.00299 0.21175  ns ns 
8 0.39051 0.48068 0.41616 0.08063 0.45197 0.31437  ns 
12 0.07112 0.03028 0.00563 0.00455 0.05111 0.12214 0.06359  
a Values above the diagonal line are odds ratio values.  ns, not significant.  Values under the diagonal line 
are P values calculated by Fisher’s exact test. 
b Descendant clade 4/5. 
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Table 2-4  Pairwise comparison of the Stx2 titers between two clades. 
         
Clade 1 2 3 Des 4/5 6 7 8 12 
1  ns a ns ns ns s a ns s 
2 0.12955 a  ns s ns s ns s 
3 0.39716 0.07874  ns ns s ns s 
Des 4/5 b 0.27332 0.02029 0.09199  s s ns s 
6 0.18831 0.64695 0.24473 0.04767  s ns s 
7 0.00032 0 6.66x10-16 7.79x10-5 0.00050  s ns 
8 0.27612 0.35674 0.74304 0.05095 0.37295 2.09x10-9  s 
12 0.00105 1.97x10-10 5.97x10-11 0.00031 0.00101 0.38190 3.54x10-7  
a Designations above the diagonal line are significance by the Mann-Whitney U test.  s, significant; ns, not 
significant. Values under the diagonal line are P values calculated by the Mann-Whitney U test. 
b Descendant clade 4/5. 
 
 
Table 2-5  Pairwise comparison of the number of strains with or without an stx2 gene between two clades. 
         
Clade 1 2 3 Des 4/5 6 7 8 12 
1  ns a ns ns ns Infinity a ns Infinity 
2 0.95652 a  ns ns ns 218 ns Infinity 
3 1 1  ns ns Infinity ns Infinity 
Des 4/5 b 1 1 1  ns infinity ns Infinity 
6 0.66667 0.16036 0.12987 0.62500  18 ns Infinity 
7 0.00709 2.20x10-20 8.00x10-17 0.00288 0.00135  0 Infinity 
8 1 0.84615 1 1 0.33333 8.90x10-8  Infinity 
12 1.24x10-5 3.67x10-24 2.48x10-21 2.65x10-6 3.57x10-7 0.00090 1.95x10-12  
a Values above the diagonal line are odds ratio values.  ns, not significant. ns, not significant. Values under the 
diagonal line are P values calculated by Fisher’s exact test. 
b Descendant clade 4/5. 
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 lineage I/II菌株における IS629の分布状況から MSTを構築すると、stx2遺伝
子を持っている菌株は 1つの枝にクラスターしなかった。また、clade 7の菌株
は、2 つの枝にクラスターを形成した（Fig. 2-2）。1 つのクラスターは、stx2遺
伝子を保有する菌株と保有しない菌株から、もう 1つのクラスターは、全て stx2
遺伝子を保有しない菌株から形成された。 
 
 
 
Fig. 2-2  Minimum spanning tree reconstructed from IS-printing data of the lineage I/II 
clade 6, 7, and 8 strains in this study. 
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3. 考察 
 
 本章では、HRM法を用いて、感染者由来の EHEC O157菌株の SNPを検出し、
これら菌株を cladeに分類した。しかし、HRM法は、SNP を含む遺伝子領域を
PCR 法により増幅させ、増幅産物の融解曲線の違いから SNP を判定するため、
ARMS法やSNaPshot法の様にSNPを直接的に検出する方法ではない。そのため、
Sangal らは HRM 法による S.sonnei の SNP 検出の正確性を variable numbers of 
tandem repeat assayで評価した 57)。本章では、供試菌株における IS629の分布状
況を調査及び解析し、HRM法による clade分類の正確性を評価した。 
 供試菌株の IS629の分布状況からMSTを構築すると、clade 7の数菌株は、clade 
12の菌株とともにクラスターを形成していた（Fig. 2-1）。また、数菌株の clade 1、
clade 3及び descendant clade 4/5は、これら cladeとは異なる clade菌株のクラス
ターに含まれた。しかし、第 1 章で ARMS-PCR法を用いて clade分類をした場
合も少数の菌株でホモプラシーが観察されている（Fig. 1-1）。HRM法により clade
分類をした場合でも、大部分の菌株は clade 毎に MST 上の近くの枝にクラスタ
ーを形成し（Fig. 2-1）、各 clade菌株における IS629の分布も連鎖不平衡にあっ
た（Table 2-2）31)。これは、HRM法による clade分類の正確性が高いことを示し
ており、この解析は大量の菌株を clade分類する方法として適していると言える。 
 Manning らは、幾つかの clade 菌株間で、感染者の血便や HUS 発症率に差が
あることから、clade 間で病原性の強さに違いがあると報告したが 17)、全ての
clade菌株については調査していない。そこで、本章では、第 1章で修正した clade
分類法を用いて、全ての clade菌株間での感染者の血便発症率を比較した。その
結果、clade 12 の菌株は他の clade 菌株と比べて血便発症率が有意に低かった
（Table 2-3）。しかしながら、異なる clade菌株間で、症状の有無（有症状または
無症状）を比較すると有意な差が認められなかった（データ示さず）。EHEC O157
は腸管病原性大腸菌（EPEC）O55 から進化したため、EPEC が保有する病原因
子（eae等）も保有している 48)。EPECの病原因子は病原性が低く、下痢等の軽
い症状の発症に関与する 58)。従って、臨床的な重篤性が大きく異なる“血便症状
の有無”を検定した場合は、EPEC 病原因子の影響は現れなかったが、あまり違
いがない“症状の有無”の検定の結果には影響を与えた可能性がある。 
 lineage II菌株は、lineage I菌株より Stx2産生量が低いことが報告されている
ことから 54, 55, 56)、lineage IIは病原性が低い進化系統群だと考えられる。lineage II
は putative clade 10、putative clade 11、clade 12及び putative clade 13を含んでいる
が、putative clade 10、putative clade 11及び putative clade 13の菌株はほとんど分
離されていない 21)。従って、過去の研究の Stx2産生量が低い lineage II菌株は、
その多くが clade 12の菌株であると考えられる。本章の研究でも clade 12の菌株
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は、lineage I（clade 2、clade 3及び descendant clade 4/5）菌株より Stx2産生力価
が有意に低く（Table 2-1、Table 2-4）、これらの過去の研究の結果と一致する。 
 興味深いことに、clade 7の菌株は、lineage I/IIに属する他の clade（clade 6及
び clade 8）菌株と比べて Stx2産生力価が有意に低かったが、これら clade菌株
間で血便発症率には有意な差がなかった（Table 2-3）。lineage IIの菌株は、無症
状性保菌者からの分離割合が高いと報告されていることからも 22)、Stx2 産生量
は EHEC O157のヒトへの病原性に深く関与していると思われる。しかし、本章
の研究で、一部の lineage I/II 菌株において、Stx2 産生力価と血便発症率に不一
致が見られたことは、Stx2以外にも EHEC O157の病原性に強い影響を与える因
子が存在することを示唆している。 
 stx2遺伝子保有率についても、clade 7の菌株は clade 6及び clade 8の菌株より
も有意に低かった（Table 2-5）。もし、lineage I/IIが lineage IIから分岐した以前
に stx2遺伝子を獲得したのであれば、lineage I/IIの clade菌株は、共通して stx2
遺伝子を保有していると思われる。また、lineage I/II菌株の IS629分布状況から
MSTを構築すると、clade 6及び clade 8の菌株はそれぞれ 1つのクラスターを形
成するのに対して、clade 7の菌株は stx2遺伝子の保有率が異なる 2つのクラス
ターに分かれた（Fig. 2-2）。これらの結果は、clade 6、clade 7及び clade 8は異
なる遺伝的事象により stx2遺伝子を獲得した可能性を示唆している。 
 結論として、HRM法による EHEC O157菌株の clade分類の正確性は高く、こ
の方法は大量の菌株の解析に適していることが明らかとなった。異なる clade菌
株間で感染者の血便発症率を比較すると、clade 12の菌株は他の clade菌株より
病原性が低いことが示された。lineage I/IIに属する各 clade菌株の stx2遺伝子保
有率の違いから、lineage I/II 菌株が stx2 遺伝子を獲得したのは、lineage I/II が
lineage IIから発生した後だと思われた。 
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4. 実験の部 
 
1. 材料 
(1) 供試菌株 
 第 2章では、2007年から 2012年の福岡県内で発生した EHEC O157感染症事
例において、保健所の調査により疫学的関連性が確認されなかった感染者から
分離された 289菌株を用いた（Table 1）。これら供試菌株の内、167菌株は血便
症状がある感染者、87菌株は血便以外の有症者、35菌株は無症状性保菌者から
分離された。 
 
(2) 試薬及び機器 
 第 2章では、Table 2-6の機器等及び Table 2-7の試薬を使用した。 
 
 
  
Table 2-6  Experimental apparatus used in chapter 2. 
   
Examination Experimental apparatus Manufacturer 
DNA extraction NanoDrop 2000c Thermo Scientific 
Investigation of  
variants of the stx2 gene 
GeneAmp 9700 PCR system Life Technologies 
E-Gel Double Comb Agarose Gels, 2% Life Technologies 
Gel Doc XR BioRad 
Classification into  
phylogenetic groups 
7500 Fast Real-Time PCR system Life technologies 
Genetic Analyzer 310 Life Technologies 
310 Genetic Analyzer Capillary Life Technologies 
HRM software ver. 2.0 Life Technologies 
GeneMapper software Version 4.1 Life Technologies 
IS-printing system 
 
GeneAmp 9700 PCR system Life Technologies 
Mupid-exU Life Technologies 
Mild Mixer SI-36 Taitec 
Gel Doc XR BioRad 
Population genetic analysis BioNumerics software Version 5.0 Applied Maths 
Statistical analysis Statcel3 software OMS 
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Table 2-7  Reagents used in chapter 2. 
   
Examination Reagent Manufacturer 
Investigation of the Stx2 titers CAYE medium Denka Seiken 
Verotox-F RPLA kit Denka Seiken 
DNA extraction Sodium hydride Wako Pure Chemical 
Industries 
1M Tris-HCl (pH8.0) Nippon Gene 
Investigation of  
variants of the stx2 gene 
GoTaq Master Mix Promega 
Each primer (non-labeled) Sigmagenosys 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane Wako Pure Chemical 
Industries 
Boric acid Wako Pure Chemical 
Industries 
EDTA·3Na Dojindo Molecular 
Technologies 
100bp DNA Ladder/Loading Quick Toyobo 
Classification into 
phylogenetic groups 
MeltDoctor High-Resolution Melting 
Reagents 
Life Technologies 
Ex Taq HS Takara Technology 
Each fluorescent labeled primer Life Technologies 
GeneScan 600 LIZ Size Standard Life Technologies 
Hi-Di Formamide Life Technologies 
POP-4 polymer Life Technologies 
Buffer (10x) with EDTA Life Technologies 
IS-printing system IS-printing System Toyobo 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane Wako Pure Chemical 
Industries 
Boric acid Wako Pure Chemical 
Industries 
EDTA·3Na Dojindo Molecular 
Technologies 
NuSive GTG Agarose Lonza 
SeaKem GTG Agarose Lonza 
Ethidium bromide Merck 
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2. 方法 
(1) EHEC O157菌株の Stx2産生力価の調査 
 供試菌株を CAYE培地で、37℃で 16～20時間、浸盪培養し、900 x g、15分間
遠心分離した培養液の上清を毒素原液とした。この原液を 2 倍で段階希釈し、
128 倍希釈液まで作成した。段階希釈した毒素液を用いて、Verotox-F RPLA kit
により、供試菌株の Stx2産生力価を測定した。 
 
(2) EHEC O157菌株の stx2遺伝子の保有状況の調査 
 Wangらの方法 59)に準じて、供試菌株の stx2ヴァリアント（stx2、stx2c、stx2d、
stx2e及び stx2f）遺伝子の保有状況を調査した。アルカリ熱抽出法により供試菌
株から DNAを抽出し、2 ng/µlに濃度を調製した。これらの DNAについて、プ
ライマ （ーTable 2-8）及び GoTaq Master Mixを用いて、GeneAmp 9700 PCR system
により PCR法を行った。PCR法の反応条件は、最初の 1サイクルが 95°C 8分、
次の 30サイクルを 95°C 30秒、58°C 30秒、72°C 30秒として、最後の 1サイク
ルを 72°C 7分とした。 
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Table 2-8  Primers used for investigation of variants of the stx2 gene. 
     
Target gene Forward primer  Reverse primer Amplicon 
Designation Sequence  Designation Sequence size 
stx2 Stx2-a GCGGTTTTATTTGCATTAGC  Stx2-b TCCCGTCAACCTTCACTGTA 115 
stx2c Stx2c-a GCGGTTTTATTTGCATTAGT  Stx2c-b AGTACTCTTTTCCGGCCACT 124 
stx2d Stx2d-a GGTAAAATTGAGTTCTCTAAGTAT  Stx2d-b CAGCAAATCCTGAACCTGACG 175 
stx2e Stx2e-a ATGAAGTGTATATTGTTAAAGTGGA  Stx2e-b AGCCACATATAAATTATTTCGT 303 
stx2f Stx2f-a TGTCTTCAGCATCTTATGCAG  Stx2f-b CATGATTAATTACTGAAACAGAAAC 150 
-47- 
 
(3) EHEC O157菌株の進化系統群への分類 
 第 1章と同様の方法で LSPA-6を行い 22)、供試菌株を lineageへ分類した。 
 HRM法により、8領域において SNP解析を行い、供試菌株をManningらの報
告した cladeに分類した 17)。プライマ （ーTable 2-9）及びMeltDoctor High-Resolution 
Melting Reagentsを用いて、7500 Fast Real-Time PCR systemにより real-time PCR
法を行った。供試菌株のDNA及び各SNP領域について塩基が判明しているDNA
（リファレンス DNA）について real-time PCR法を行い、それぞれの遺伝子増幅
産物の融解曲線を得た。real-time PCR法の反応条件は、最初の 1サイクルが 95°C 
5分、次の 40サイクルを 95°C 10秒、55°C 30秒とした。HRM software ver. 2.0
を用いて、供試菌株とリファレンス DNAの融解曲線を比較し、供試菌株の各領
域の SNP塩基を決定した。 
 LSPA-6及び HRM法の結果から、第 1章で修正した clade分類法に基づき、供
試菌株を cladeに分類した。 
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Table 2-9  Primers used for HRM analysis. 
  
         
Locus 
SNP Reference Variant Forward primer 
  
Reverse primer 
 
Amplicon 
position nucleotide nucleotide Designation Sequence 
 
Designation Sequence size 
ECs2521 1060 G C ECs2521-1012-F CATCATCTGGTCAGCACCAT 
 
ECs2521-1097-R GAGCCACCAGGAAAAGCTG 86 bp 
ECs3881 438 C T ECs3881-400-F AAAACCGGCATTGTCCATTA 
 
ECs3881-479-R GGCACGTTGTACGGACAGG 80 bp 
ECs4130 630 C T ECs4130-591-F CACCGTTGTGCTGCTTATTG 
 
ECs4130-670-R GATCGATGGTTTGCAAGGTC 80 bp 
ECs1011 132 G T ECs1101-83-F AAATTAACCTCGGGATTGGTG 
 
ECs1101-163-R ACTGTTCAGCCTTTTTCACG 81 bp 
ECs3942 348 A C ECs3942-311-F GAGGAAAAGGCGTTGCTACC 
 
ECs3942-393-R TAACCAGGTTCCCGCCATTA 83 bp 
ECs0517 247 ( 228 )* A ( G )* G ( A )* ECs0517-204-F CAATATTGGTGAACTAGAGCTTGA 
 
ECs0517-303-R CACCGTGGATTCAAGAACAT 100 bp 
ECs2357 539 C A ECs2357-509-F CGAATCTGCAGGCCAAAAT 
 
ECs2357-589-R GCGTCGCAATAATGGTTTTT 81 bp 
ECs0654 281 T C ECs0654-225-F CCTGACCGTCAATATGGTGAT 
 
ECs0654-309-R GCAATCACTCAGGGAGCTG 99 bp 
* The target region in ECs0517 has SNPs at two positions, 247 and 228. The 'A' substitution at position 228 was only observed in the clade 6 strains in this study. 
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(4) アガロースゲル電気泳動法による IS-printing system 
 IS-printing systemキットの方法の通り、供試菌株の DNAをアルカリ熱抽出法
により抽出した 29)。キットの試薬を用いて PCR反応を行い、反応終了後、遺伝
子増幅産物について、3 % アガロースゲル（NuSive GTG Agarose : SeaKem GTG 
Agarose = 2 : 1）を用いて電気泳動法を行った。電気泳動法の結果から供試菌株
における IS629の分布状況を判定した。 
 
(5) MST解析による IS629分布状況の調査 
 第 1 章と同様の方法により、供試菌株における IS629 の分布データから MST
解析を行った。 
 
(6) IS629分布の連鎖不平衡の評価 
 第 1章と同様の方法で、ISA値を用いて、各 cladeにおける IS629分布の連鎖不
平衡を評価した 31)。なお、clade 1、descendant clade 4/5及び clade 6については、
供試菌株数が少なかったので、ISA値を算出しなかった。 
 
(7) 統計学的解析 
 Statcel3 software を用いて統計学的解析を行った。全ての解析において、P < 
0.05の場合、有意であるとした。 
 カイ二乗検定により、各 clade菌株の“感染者の血便症状の発症率”を、全ての
clade 間で比較した。その結果、有意な差があった場合、Fisher の正確検定によ
り、2つの異なる clade間で“感染者の血便症状の発症率”を比較した。 
 Kruscal-Wallis検定により、各 clade菌株の“Stx2産生力価”を、全ての clade間
で比較した。その結果、有意な差があった場合、Mann-Whitney U検定により、
異なる 2つの clade間で“Stx2産生力価”を比較した。 
 カイ二乗検定により、各 clade 菌株の“stx2 遺伝子の保有率”を、全ての clade
間で比較した。その結果、有意な差があった場合、Fisherの正確検定により、異
なる 2つの clade間で“stx2遺伝子の保有率”を比較した。 
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第 3章 
国内 3地域における腸管出血性大腸菌 O157菌株の 
clade分布状況の調査 
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1. 序論 
 
 第 1章では、EHEC O157の進化モデルの問題点を修正するために、EHEC O157
菌株の IS629の分布状況から集団遺伝学的解析を行い、Manningらの clade分類
法 17)を修正した（Fig.1-3）。cladeは SNP 及び対立遺伝子に基づき分類されるの
で、PFGE 法のバンドパターンと比べて 7)、遺伝子の変異の影響を受けにくい。
また、EHEC O157の進化モデル上、cladeは最も下層の進化系統群のため、他の
系統群より細かく菌株を分類できる。従って、clade分類は、EHEC O157の分子
疫学的マーカーとして優れている。 
 EHEC O157菌株の進化系統群の分布状況は、国により異なると報告されてい
る。日本の千葉県では、EHEC O157感染者から分離される菌株は、clade 2、clade 
3、clade 7及び clade 12の分離割合が高いことが確認されている 21)。アメリカ合
衆国のミシガン州周辺では、clade 2及び clade 8（第 1章で定義した clade 8及び
putative clade 11）の菌株が EHEC O157感染者から高い割合で分離されるのに対
して 17)、オーストラリアでは clade 6及び clade 7（第 1章で定義した clade 7及
び clade 12）が優勢に分布していることが明らかになっている 20)。また、一つの
国でも地域によって、異なる進化系統群の EHEC O157菌株が分布している場合
がある。ニュージーランドの北島及び南島で分離される EHEC O157菌株では、
Shiga toxin-encoding bacteriophage insertion (SBI) typeが異なることが確認されて
いる 60, 61)。EHEC O157菌株の lineage間で SBI typeが異なることから 62, 63)、こ
れらの島に分布する菌株の lineage（及び clade）分布は異なると思われる。 
 clade 間で病原性の強さに違いがあることも明らかにされているため、地域の
clade分布状況は、EHEC O157菌株によるヒトの健康被害をリスクマネージメン
トする上で有効な情報になり得る。Manningらは、EHEC O157感染者における
HUS発症率から clade 8が強毒性の進化系統群だと報告したが 17)、第 1章では、
Manningらの定めた clade分類法を修正した（Fig. 2及び Fig. 1-3、例えば、Manning
らの clade 8を clade 8と putative clade 11に細分化した）。そこで、第 2章では、
修正した分類法を用いて EHEC O157菌株について、患者の血便発症率、Stx2産
生力価や stx2遺伝子保有率を比較したところ、clade 12が他の cladeと比べて病
原性が低いことが明らかになった。しかしながら、我が国における cladeの分布
状況は、ほとんど調査されていない 21)。 
 そこで、第 3章では、日本の clade分布状況を調査するために、互いに遠隔に
あり都市雇用圏の異なる国内の 3地域で感染者から分離された EHEC O157菌株
を、第 1章で修正した新分類法に基づく cladeに分類した 64)。そして、各地域で
分離された EHEC O157菌株の clade分布状況について、分離菌株数の比較及び
集団遺伝学的解析を行った。 
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2. 結果 
 
(1) 日本の 3地域における EHEC O157菌株の clade分布状況 
 2002年から 2007年に、千葉県、福岡県及び山形県で分離された EHEC O157
は、それぞれ 300菌株、260菌株、81菌株であった（Fig. 3-1、Fig. 3-2及び Table 
3-1）。これら EHEC O157菌株を cladeに分類すると、3地域とも clade 2、clade 3、
clade 7 及び clade 12 の菌株が優勢に分布していた。カイ二乗検定により 34)、3
地域間の clade分布状況に差は見られなかった（データ示さず）。 
 
Table 3-1  Distribution of clades of EHEC O157 strains isolated in three areas in Japan in 2002-2007. 
          
Clade Lineage Number (percent) of strains in clades isolated in each area 
Chiba Fukuoka Yamagata Total 
1 I 6 (2.0) 4 (1.5) 1 (1.2) 11 (1.7) 
2 I 71 (23.7) 56 (21.5) 19 (23.5) 146 (22.8) 
3 I 78 (26.0) 107 (41.2) 33 (40.7) 218 (34.0) 
Des 4/5 a I 6 (2.0) 4 (1.5) 1 (1.2) 11 (1.7) 
Anc 4/5 b I/II 2 (0.7) 3 (1.2) 0 (0.0) 5 (0.8) 
6 I/II 12 (4.0) 16 (6.2) 4 (4.9) 32 (5.0) 
7 I/II 59 (19.7) 39 (15.0) 8 (9.9) 106 (16.5) 
8 I/II 24 (8.0) 10 (3.8) 9 (11.1) 43 (6.7) 
9 I/II 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 
Putative 10 II 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 
Putative 11 II 0 (0.0) 1 (0.4) 0 (0.0) 1 (0.2) 
12 II 40 (13.3) 19 (7.3) 6 (7.4) 65 (10.1) 
Putative 13 II 1 (0.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (0.2) 
Atypical c 1 (0.3) 1 (0.4) 0 (0.0) 2 (0.3) 
Total 300 (100.0) 260 (100.0) 81 (100.0) 641 (100.0) 
 a Descendant clade 4/5. 
 b Ancestral clade 4/5. 
 c Unable to type.  These strains produced no amplicons or amplicons of indeterminate size for some 
loci by LSPA-6. 
 
  
-53- 
 
 
 
Fig. 3-1  Location of the three areas in Japan studied in chapter 3. 
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Fig. 3-2  Urban employment areas around (a) Chiba, (b) Fukuoka and (c) Yamagata 
prefectures.  The colors (red, blue, green, yellow, purple and orange) indicated urban 
employment areas.  The bar indicates a 50 km distance. 
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(2) EHEC O157の clade菌株の集団遺伝学的解析 
 clade 1、descendant clade 4/5、ancestral clade 4/5、clade 9、putative clade 10、putative 
clade 11及び putative clade 13については、供試菌株数が少なかったので、集団遺
伝学的解析の対象から除いた。 
 同一 clade菌株内における IS629分布の連鎖不平衡を評価するために、2002年
から 2007年に 3地域で分離された EHEC O157菌株を用いて、各 cladeの ISA値
を算出した 31)。その結果、全ての clade菌株において ISA値は有意にゼロと異な
っており、IS629の分布は連鎖不平衡にあった（Table 3-2）。次に、異なる地域に
分布する同一 clade菌株間の遺伝的差異を評価するために、3地域から 2地域を
選んで ΦPT値を算出したところ 32)、千葉県及び福岡県の clade 12 の菌株間での
み有意な数値が算出された（Table 3-3）。以上より、2002年から 2007年に千葉
県と福岡県に分布していた clade 12 の菌株の遺伝的多様性は異なることが示さ
れた。 
 
Table 3-2  Linkage disequilibrium of the IS629 insertions in the EHEC O157 strains  
in clades isolated in the three areas in this study in 2002-2007. 
       
Clade VD Ve ISA Monte Carlo Simulation 
Var (VD) P a L 
2 6.7779 2.4993 0.0552 0.0374 < 0.001 2.8236 
3 4.2876 2.5625 0.0217 0.0172 < 0.001 2.7706 
6 4.5104 1.9012 0.0443 0.1058 < 0.001 2.4498 
7 18.7002 3.9666 0.1198 0.0733 < 0.001 4.4406 
8 3.9371 2.5613 0.0173 0.0955 < 0.001 3.1079 
12 12.2297 4.0888 0.0642 0.2010 < 0.001 4.8781 
a The difference between VD and Ve was significant by Monte Carlo simulation  
with 103 resamplings for the clades analyzed.  P < 0.05 was considered significant. 
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Table 3-3  ΦPT values of each clade of EHEC O157 strains isolated in two of the three areas 
in this study in 2002-2007. 
       
Clade ΦPT values (P values) of clades in two areas 
Chiba and Fukuoka Fukuoka and Yamagata Yamagata and Chiba 
2 0.002 (0.312) 0.00 (0.396) 0.016 (0.158) 
3 0.021 (0.015) 0.07 (0.003) 0.023 (0.038) 
6 0.018 (0.260) 0.13 (0.096) 0.248 (0.012) 
7 0.011 (0.167) 0.16 (0.014) 0.198 (0.006) 
8 0.066 (0.050) 0.03 (0.262) 0.000 (0.400) 
12 0.166 (< 0.001) a 0.20 (0.004) 0.064 (0.087) 
a This ΦPT value was significantly larger than zero. 
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 そこで、千葉県及び福岡県に分布する EHEC O157菌株の clade分布状況を詳
細に比較するために、より長い期間に分離された菌株を解析した。その結果、
1996 年から 2010 年までの千葉県及び福岡県には、どちらの地域でも clade 2、
clade 3、clade 7及び clade 12の菌株が優勢に分布していた（Fig. 3-3）。年によ
り多少の変動が見られたものの、これら clade株の合計は全体の約 70%程度であ
った。また、千葉県及び福岡県で分離された clade 12の菌株について、1996年
から 2010 年までを 5 年毎に区分（1996～2000 年、2001～2005 年、2006～2010
年）して、ΦPT値を求めたところ、それぞれ 0.156（P = 0.015）、0.126（P = 0.002）、
0.078（P = 0.002）となり、有意な値は算出されなかった。 
 
 
 
Fig. 3-3  Number of EHEC O157 strains in clades isolated in Chiba and Fukuoka 
prefectures annually from 1996-2010.  The strains were classified in clade 2 (blue), 3 
(red), 7 (green), 12 (yellow) or others (gray) by SNP analysis and LSPA-6. 
 
 2002年から 2007年に千葉県及び福岡県で分離された clade 12の菌株の IS629
分布状況から MST を構築すると、千葉県の菌株の node は全体的に広がってい
るのに対して、福岡県の菌株の nodeは一部の枝に集まった（Fig. 3-4）。さらに、
これら clade 12の菌株の IS629分布の多様性を評価するために unbiased haploid 
genetic diversity（uh）値を算出した 32)。その結果、福岡県の clade 12の菌株の uh
値（0.096 ± 0.030）は千葉県の clade 12の菌株の値（0.185 ± 0.029）より低かっ
た。 
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Fig. 3-4  MST reconstructed from IS629 insertion distribution data for clade 12 of 
EHEC O157 strains isolated in Chiba and Fukuoka prefectures in 2002-2007.  The 
node size scale indicates the number of strains in the nodes.  Red and blue node colors 
denote strains isolated in Chiba and Fukuoka, respectively.  In nodes with both red and 
blue colors, the relative size of the red and blue areas indicates the relative prevalence of 
strains isolated in Chiba and Fukuoka, respectively. 
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3. 考察 
 
 第 2章において、clade 12の菌株は、他の cladeより病原性が低いことを明ら
かにした。また、clade 8（第 1章で定義した clade 8及び putative clade 11）の EHEC
菌株は他の clade菌株より感染者のHUS発症率が高いことが報告されている 17)。
この clade 8の菌株が優勢に分布するアルゼンチンの EHEC O157感染者は HUS
発症率が高く、clade 7（第 1章で定義した clade 7及び clade 12）の菌株が優勢に
分布するオーストラリアでは無症状性保菌者の割合が高いことが報告されてい
る 20, 65, 66)。従って、地域における EHEC O157菌株の進化系統群の分布状況は、
その地域におけるヒトへの健康被害のリスクを評価する指標となり得る。そこ
で、本章では、日本の互いに遠隔にあり都市雇用圏の異なる 3 地域を調査地域
とし 64)、地域間の EHEC O157菌株の clade分布状況について、分離された菌株
数（量的）及び菌株間の遺伝的差異（質的）の面から比較した。 
 都市雇用圏が異なる地域間では人や物の交流が少ないため、EHEC O157菌株
の clade分布状況も異なることが予想された。しかしながら、3地域で分離され
た EHEC O157菌株の clade分布状況には、有意な量的な違いは観察されなかっ
た。2002年から 2007年の千葉県、福岡県及び山形県には clade 2、clade 3、clade 
7及び clade 12の菌株が優勢に分布しており、各 clade菌株の割合にも有意な差
は認められなかった（Table 3-1）。 
 次に、質的調査として、2002年から 2007年に 3地域で分離された EHEC O157
菌株について、IS629の分布状況から集団遺伝学的解析を行ったが、明らかな違
いは観察されなかった。千葉県、福岡県及び山形県で分離された EHEC O157の
各 clade（clade 2、clade 3、clade 6、clade 7、clade 8及び clade 12）菌株の ISA値
を求めると有意にゼロと異なっていた 31)（Table 3-2）。これは、3地域で分離さ
れた EHEC O157菌株を合わせると、各 cladeが遺伝的に 1つの集団であること
を示している。さらに、異なる地域に分布する同一 clade菌株間の遺伝的差異を
評価するために、3地域から 2地域を選んで ΦPT値を算出した 32)。その結果、千
葉県及び福岡県の clade 12の菌株間でのみ有意な差が見出され、clade 12の菌株
以外は、異なる地域で分離された同一 clade菌株間に遺伝的差異が無いことが示
された（Table 3-3）。 
 2002年から 2007年に千葉県及び福岡県で分離された clade 12の菌株間に遺伝
的な違いが観察されたので、より長い期間に分離された菌株を調査した。1996
年から 2010年までに千葉県及び福岡県で分離された clade 12の菌株について、5
年毎に区分（1996～2000年、2001～2005年、2006～2010年）し、各期間の ΦPT
値を求めたところ、どの期間の ΦPT値も有意な差が見出されなかった。そこで、
2002年から 2007年に千葉県及び福岡県で分離された clade 12の菌株の IS629分
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布状況から MST を構築すると、千葉県の菌株の node は全体的に広がっている
のに対して、福岡県の菌株は特定の枝の nodeに集まった（Fig. 3-4）。また、2002
年から 2007年に千葉県及び福岡県で分離された clade 12の菌株について uh値を
算出すると 32)、福岡県の clade 12の菌株（0.096 ± 0.030）は、千葉県の菌株（0.185 
± 0.029）より IS629分布状況の多様性が低かった。これらの結果は、2002年か
ら 2007年の福岡県には特定の cloneから発生した clade 12の菌株が蔓延してい
たことを示唆している。ΦPT値は遺伝的多様性の違いから集団間の遺伝的差異を
評価する。clade 12の特定の clone由来の菌株の蔓延により遺伝的多様性が低下
し、ΦPT値の判定に影響を与えたと思われる。 
 以上より、互いに遠隔にあり都市雇用圏が異なる 3地域でも EHEC O157菌株
の clade 分布状況には明らかな違いはなかった。これら地域の様々な環境 61, 67)
（例えば、土壌 68)、水 69)、野生動物 70)）中に分布する EHEC O157菌株の clade
分布状況は類似していると考えられる。本章では、“ヒトへの EHEC O157感染”
と“EHEC O157汚染牛肉”の関係性を検討していない。それ故、可能性の一つで
あるが、国内の clade分布状況について、以下のことが考えられる。日本は、ヒ
トにおける EHEC O157菌株の clade分布状況が異なるアメリカ合衆国から多く
の牛肉を輸入している 17, 21, 71)。また、ヒトにおける clade菌株の分布状況が異な
る地域間では、牛での clade分布状況も異なると報告されている 20)。従って、日
本とアメリカ合衆国では牛における clade分布が異なっているかもしれない。日
本は牛海綿状脳症問題により 72)、2004年から 2005年にアメリカ合衆国産牛肉の
輸入を禁止した（Fig. 3-5）73)。しかし、この禁止措置による clade分布への影響
は見られなかった（Fig. 3-3）。日本の各地域には土着の EHEC O157菌株が深く
浸淫しており、土着菌株がその地域の clade分布に強い影響を与えているのかも
しれない。 
 結論として、日本の互いに遠隔にあり都市雇用圏が異なる 3地域間で、EHEC 
O157菌株の clade分布割合に違いは確認されなかった。また、IS629分布状況か
ら集団遺伝学的解析を行ったところ、異なる地域で分離された clade菌株間で明
らかな遺伝的差異は見られなかった。従って、国内の EHEC O157 菌株の clade
分布状況には地域差が無いと思われる。 
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Fig. 3-5  The amount of imported beef from foreign countries in every year in Japan. 
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4. 実験の部 
 
1. 材料 
(1) 供試菌株 
 第 3 章の供試菌株として、1996 年から 2010 年に千葉県及び福岡県で、2002
年から 2007年に山形県において EHEC O157感染者から分離された菌株の中か
ら、保健所の調査で疫学的関連性が確認されなかった菌株を選んだ。その結果、
千葉県、福岡県及び山形県の供試菌株は、それぞれ 876 菌株、532 菌株及び 81
菌株であった（Table 1）。これら菌株の DNAを InstaGene Matrixを用いて抽出
し、2 ng/µlに濃度を調製した。 
 
(2) 試薬及び機器 
 第 3章では、Table 3-4の機器等及び Table 3-5の試薬を使用した。 
 
Table 3-4  Experimental apparatus used in chapter 3. 
   
Examination Experimental apparatus Manufacturer 
DNA extraction Gene Quant Pro Amasham 
NanoDrop 200c Thermo Scientific 
Thermo Alumi Bath ALB-120 Iwaki 
Classification into  
phylogenetic groups 
GeneAmp 9700 PCR system Life Technologies 
Genetic Analyzer 310 Life Technologies 
310 Genetic Analyzer Capillary Life Technologies 
7500 Fast Real-Time PCR system Life Technologies 
HRM software ver. 2.0 Life Technologies 
GeneMapper software Version 4.1 Life Technologies 
IS-printing system GeneAmp 9700 PCR system Life Technologies 
Genetic Analyzer 310 Life Technologies 
310 Genetic Analyzer Capillary Life Technologies 
GeneMapper software Version 4.1 Life Technologies 
Population genetic analysis BioNumerics software Version 5.0 Applied Maths 
 
  
-63- 
 
 
Table 3-5  Reagents used in chapter 3. 
    
Examination Reagent Manufacturer 
DNA extraction InstaGene Matrix BioRad 
Classification 
into phylogenetic groups 
FastStart Taq DNA polymearse Roche Diagnostics 
Ex Taq HS Takara Technology 
Each fluorescent labeled primer Life Technologies 
GeneScan 600 LIZ Size Standard Life Technologies 
Hi-Di Formamide Life Technologies 
POP-4 polymer Life Technologies 
Buffer (10x) with EDTA Life Technologies 
MeltDoctor High-Resolution Melting 
Reagents 
Life Technologies 
IS-printing system Ex Taq HS Takara Technology 
Each fluorescent labeled primer Life Technologies 
GeneScan 1200 LIZ Size Standard Life Technologies 
Hi-Di Formamide Life Technologies 
POP-4 polymer Life Technologies 
Buffer (10x) with EDTA Life Technologies 
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2. 方法 
(1) 調査地域 
 日本の互いに遠隔にある 3地域を調査地域とした（Fig. 3-1）。これら 3地域は
異なる都市雇用圏に属しているため 64)、ある地域で生活する人は、他の地域の
人と交流する機会は少ない（Fig. 3-2）。 
 
(2) EHEC O157菌株の進化系統群への分類 
 千葉県及び山形県で分離された供試菌株を、第 1 章の方法に幾つかの変更を
加えた方法により、Manningらの報告した cladeに分類した 17)。PCR産物を CES
で電気泳動するため、第 1章で用いた ARMS-PCR法 43)のプライマーの 5’末端を
6-FAMで修飾した（Table 3-6）。1つの SNP領域あたり 3つのプライマーを用い
て、第 1章と同様の反応条件で、competitive PCR法を実施した。competitive PCR
法による遺伝子増幅産物をミリ Q水で希釈した後に、CESを用いて 60°C 30分
間、電気泳動を行った。電気泳動の内部標準には、GeneScan 600 LIZ Size Standard
を使用した。電気泳動により検出されたピークの蛍光色から SNPを決定した。 
 福岡県で分離された供試菌株を、第 2 章と同様の方法（HRM 法）により、
Manningらの報告した cladeに分類した 17)。 
 千葉県、福岡県及び山形県で分離された供試菌株について、第 1 章と同様の
方法で LSPA-6を行い、供試菌株を lineageに分類した 22)。 
 “LSPA-6”及び“ARMS-PCR法または HRM法”の結果から、第 1章で定義
した clade分類法に基づき、全ての供試菌株を cladeに分類した。 
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Table 3-6  Primers used for classification into EHEC O157 strains into clades.        
              
Locus SNP Reference Variant Forward primer  Reverse primer Amplicon Annealing 
position nucleotide nucleotide Designation Sequence Dye  Designation Sequence Dye size temperature 
ECs2521 1060 G C 2521C-F CGCAACTACCAGAACAGTTACATC 6-FAM  2521-R TTCCGCTTCTTCCTGGCTAT - 272 bp 65 °C 
2521G-F CGCAACTACCAGAACAGTTACATG NED  
ECs4130 630 C T 4130C-F GTGGTACATGCCGCTGAC VIC  4130-R AGTATGCGGCAGGCCTATAA - 162 bp 63 °C 
4130T-F GTGGTACATGCCGCTGAT PET  
ECs3942 348 A C 3942-F GGGCGCGTATGAATTAGGTGT -  3942A-R GTGAGATCCCAGCCAATGGAT 6-FAM 156 bp 65 °C 
 3942C-R GTGAGATCCCAGCCAATGGAG NED 
ECs3881 438 C T 3881C-F ACGACAAAGACGTGTGCATC VIC  3881-R TTCACGCGTACCAAAAATCA - 206 bp 63 °C 
3881T-F ACGACAAAGACGTGTGCATT PET  
ECs0517 247 A G 517-F TGGCACGAAAAACCAAACAA -  517A-R TCTCTCTTAATACTGAGAGTGGATCGTT VIC 273 bp 65 °C 
 517G-R TCTCTCTTAATACTGAGAGTGGATCGTC PET 
ECs2357 539 C A 2357-F CGCTCTAAAGAAGCGTTTGG -  2357C-R CGTTTTCCAGTGGCTCGG 6-FAM 409 bp 60 °C 
 2357A-R CGTTTTCCAGTGGCTCGT NED 
ECs0654 281 T C 654T-F GATGGGCTTTAAAAACCTGCT 6-FAM  654-R ATTACCGAATTCATCACAGG - 265 bp 55 °C 
654C-F GATGGGCTTTAAAAACCTGCC NED  
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(3) IS-printing system 
 供試菌株について、第 1章と同様の方法で IS-printing systemを行った 29)。 
 
(4) IS629の分布状況に基づく集団遺伝学的解析 
 clade 1、descendant clade 4/5、ancestral clade 4/5、clade 9、putative clade 10、putative 
clade 11及び putative clade 13については、供試菌株数が少なかったので、集団遺
伝学的解析を実施しなかった。 
 第 1章と同様の方法で、MST解析を行った。 
 各 clade菌株の IS629分布の連鎖不平衡を評価するために、第 1章と同様の方
法で ISA値を求めた 31)。 
 異なる地域で分離された同一 clade菌株間の遺伝的多様性の違いを評価するた
めに、第 1章と同様の方法で ΦPT値を算出した 32)。 
 一つの clade 菌株における遺伝的多様性を評価するために、GenAlEx Ver. 6.5 
softwareを用いて、IS629分布状況から uh値を算出した 32)。 
 
piは i番目の遺伝座位の IS629保有率、nは供試菌株の数を表す。 
 
(5) 統計学的解析 
 異なる地域で分離された EHEC O157の各 clade菌株割合を比較するために、
js-STAR 2012 software release 1.1.0jによりカイ二乗検定を行った 34)。検定の結果、
P < 0.05の時に有意と判定した。 
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総括 
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 EHEC O157は進化系統群の cladeに分類される 17)。cladeはゲノム上の SNP
に基づき分類されるので、変異しにくい安定な分子疫学的マーカーになり得る。
一方で、異なる clade菌株間では、感染者の症状の重さに違いがあることが報告
されており 17, 54, 55, 56)、clade間で病原性の強さが異なると疑われている。また、
幾つかの国において、cladeの分布状況が異なることも報告されている 17, 20, 21)。
EHEC O157 感染について、“100,000 人当たりの感染率 74)”、 “HUS 発症率
75, 76)”及び“血便発症率 65)”は、国によって違いがあるのは、地域の clade分布
状況が関係している可能性がある。従って、地域に蔓延する EHEC O157菌株
の clade分布状況を把握することは、その地域におけるヒト健康被害のリスク評
価にも有効であると思われる。しかしながら、過去の研究により 21)、Manning
らの定めた clade分類法では、遺伝的に異なる EHEC O157菌株を完全には分
けられていないと指摘されており、clade分類法を修正する必要があった。そこ
で、本研究では、以下のことを行った。 
 本研究の第 1章では、Manningらの定めた clade分類法の問題点を修正する
ために、EHEC O157菌株のゲノムに分布する IS629の保有状況から、集団遺
伝学的解析を行った。その結果、lineage I/II及び lineage IIに属する clade 7
の菌株は、遺伝的に異なる集団であることが示された。従って、lineage I/II及
び lineage IIに属する clade 7を、それぞれ clade 7及び clade 12と定義した。
また、lineage IIに属する ancestral clade 4/5、clade 8及び clade 9は供試菌株
数が少ないため、集団遺伝学的解析を行えなかったので、それぞれ putative 
clade 13、putative clade 11及び putative clade 10と定めた。 
 第 2章では、EHEC O157の clade菌株間での病原性の強さの違いを評価する
ために、“感染者の血便症状の発症率”、“Stx2 産生力価”及び“stx2 遺伝子保
有率”について評価した。その結果、clade 12の菌株は、clade 2、clade 3及び
descendant clade 4/5の菌株と比べて、血便発症率が有意に低かった。次に、異
なる clade菌株間で“Stx2産生力価”及び“stx2遺伝子保有率”を比較すると、
clade 12 の菌株は、他の clade 菌株より有意に低かった。以上より、clade 12
は、Stx2産生能が低い低病原性の進化系統群であることが明らかになった。 
 第 3章では、日本における EHEC O157によるヒト健康被害のリスクを評価
するために、国内の互いに遠隔にある 3地域における EHEC O157菌株の clade
分布状況を調査した。異なる地域で分離された EHEC O157菌株について、“各
cladeの分離割合”及び“同一 clade間の遺伝的差異”を比較したところ、地域
間で明らかな違いが見られなかった。従って、日本における EHEC O157感染
者の重症化のリスクには地域差がないと思われた。 
 本研究によって、Manningらの定めた clade分類法を修正し、集団遺伝学的
に正しい clade分類法を定義した。また、国内で分離された EHEC O157菌株
を対象に各 clade の病原性の強さの違いを評価したことで、地域に蔓延する
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EHEC O157菌株によるヒトへの健康被害のリスク評価が可能になった。clade
分布状況は EHEC O157感染症対策に活用できると思われる。 
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